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   We have already reported that estrogen treatment given to immature castrated rats caused 
proliferative changes in both collagen and smooth muscle in the seminal vesicles of immature rats 
detected by light microscopy. Herein, we studied the estrogen-induced changes in estrogen receptor 
(ER) in the seminal vesicles of immature castrated rats by means of enzyme immunoassay, an 
immunohistochemical method and RT-PCR, to clarify the mechanism ofestrogen i duced proliferation 
of collagen and smooth muscle. Immature rats (3 weeks old) were castrated and left untreated for 3 
weeks and then injected subcutaneously with  estradio1-17f3  (E2-17P, 5  pg/day) for 7 days before they 
were killed. The nuclear ER content per gland, mg tissue and mg protein in the seminal vesicles of 
castrated rats increased markedly compared with those of non-treated rats. Castration also enhanced 
ERmRNA expression. 
   The immunohistochemical analysis demonstrated the obvious tissue distribution by which the 
nuclear ER positive cells were densely distributed in the periglandular stroma. The nuclear ER 
contents per gland, mg tissue and mg protein in the seminal vesicles of estrogen-treated castrated rats 
were greater than those in castrated rats. Estrogen treatment further enhanced ERmRNA expression 
in the castrated rats. The immunohistochemical studies demonstrated that the nuclear ER positive 
cells appeared among the glandular epithelial cells, basal cells and the peripheral stromal cells, in 
addition to the periglandular stromal cells. These findings uggest that ER is related to the estrogen 
induced proliferation of collagen and smooth muscle in the seminal vesicles of immature castrated rats. 
                                             (Acta Urol. Jpn.  42: 33-37, 1996)




管(gland)とそれ を取 り巻 くように して存在 す る間
質(stroma)から成る.間 質 はさらに腺 管周 囲間質領
域(periglandularstromaregion)と周 辺 部 間 質領 域
(peripheralstromaregion)からなる.腺 管お よび間質
の増殖 ・分化は内分泌環境,特 にアン ドロジェンの影
響 を大 きく受 けてい ることは明 らかで ある1'3)しか
し,エ ス トロジェンが副性 器の腺管 お よび問質の増
殖 ・分化 に どの ように影響 をおよぼ しているかについ
てはい まだ不明な点が多い われわれはすで に,幼 若
去勢 ラ ットにエス トロジェンを投与する とい う単純 な
実験系 を用 い,エ ス トロジェ ンの精嚢の腺管 ・間質へ
の影響 について組織学的変化 を中心 に検討 を行 ってい
る.幼 若去勢 ラ ットにエス トロジェンを投与する と,
間質増生がおこるが,腺 管周囲間質領域 ではお もにコ
ラーゲン増生が,周 辺部問質領域で はお もに平滑筋増
生がおこることを明 らか に した4)今 回われわれは,
精嚢におけるエ ス トロジェンによるコラーゲ ンお よび
平滑筋 の増生機構 をさらに追求す る目的で,同 様 の実
験系で,エ ス トロジェンレセプターの変動 についてモ
ノク ロナール抗 体 を用 いたenzymeimmunoassay法
お よび免疫組織学的手法 を用いて検討 した.さ らに,




動物は雄性 ウイス ター系 ラ ットを使用 し,照 明時間
7:00--19:00,室温22±3℃ に調節 した部屋 で飼育
した.エ ス トロ ジェ ン,β一estradiol3-benzoatc(E2-
17β)はSigmaChemicalCo.製を使用 した.実 験 は
生後3週 齢 幼若 ラッ トを去 勢 し,去 勢 後3週(6週
齢)で 剖殺 しこれを去勢群 と した.エ ス トロジェンの
影響 をみる実験 ではラ ットを生後3週 齢で去勢 し,去
勢後3週 か らエス トロジェ ン5μgを 連 日皮下投与 し
1週後(7週 齢)に 剖殺 しこれ をエ ス トロジェン投与
群 と した.生 後6週 齢 の ラ ッ トを無処 置群 と した.
ラ ッ トはエーテル麻酔下で脱血剖殺 し,精 嚢は重 量測
定後 ただちに液体窒素で凍結 し,実 験 まで 一80℃で
保存 した.ま た精 嚢の一部 は20%ホ ルマ リ ン/リン
酸緩衝液で固定 し組織学 的検討 に供 した,
2.ERの 測定
佐藤 らの方法 に準 じて行 った5).
試料 の調 製:-80℃ で保存 して ある精 嚢 は,液 体
窒 素下 で粉 末 に し,TEM-Mobuffer(10mMTris,
L5mMEDTA,2mMmercaptoethanol,10mMNa2
MoO4,pH7.4)7倍量 を加 えてpolytronにて ホモ ジ
ナイズ し,800×gで5分遠 心 した.そ の上清 は さら
に105,000×gで60分遠 心 し,上 清 を サ イ トゾ ル
(cytosol)とした.低 速 の 沈査(粗 核)はTEM-Mo
bufferで4回洗 って か ら0.4MKCI/TEM-Mobuffer
5倍量 に溶解 し,0℃ で60分撹伴 した.27,000×gで
30分遠 心 し,そ の 上清 を核抽 出物(nuclearextract)
とした.
測定 方法:ERは エス トロゲ ン レセ プ ター測 定用
キ ッ トER-EIA『ア ボ ット』(ダ イ ナボ ッ ト社)を 用
いて測定 した.本 キ ットはビーズ(固 相)に コー トし
た抗体 およびペルオキシダーゼ標識抗体 にラッ トモノ
クロナール抗体 を使用 している.精 嚢のサイ トゾルお
よび核 抽 出物 はそれぞれ100μ1ずつ とり,duplicate
で測定 を行 った.
3.免 疫組織学的検討
精嚢 は採取後ただ ちに20%ホルマ リン/リン酸緩衝
液(pH7.4)で6時間固定 し,脱 水後パ ラフ ィンに包
埋 した.脱 パ ラフィンした切片 は,抗 原性賦活 のため
に初 めに0.OIMクエ ン酸緩衝 液(pH6.0)を入れ た
容 器 に入 れ,121℃2気 圧 の滅 菌条 件 下 で10分間
オー トク レー プ処 理 した6)免 疫 組織学 的検 討 には
DAKO-LSAB2キッ ト(ラ ッ ト組 織 細 胞 標 本 用,
DAKO社)を 使 用 した.切 片 はO.3%H202/メタ
ノールに15分浸 漬 した.一 次抗体 と してMonoclonal
Mouse,Anti-HumanEstrogenReceptor(DAKO-ER,
1D5)7)を使 用 し,50倍希釈 して室温で60分反応 させ
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キ シダーゼ標識ス トレプ トアビジ ンを室温で10分反応
させ た.発 色 にはDABを 使用 し室温で5分 反応 させ
た.核 染はヘマ トキ シリンで10秒行 った。
4.ERmRNAの 検討
ERのmRNAの 検討 はRT-PCR法 に用 いて行 っ
た.プ ライマーはERcDNAの ホルモ ン結 合領 域 の
うちexon6とexon7を含 む塩 基配列約420bpをは
さ む.な お,こ の プ ラ イ マ ー は 青 木 ら8)によ り提 供 さ
れ た.-80℃ で 保 存 して あ る 精 嚢 は 液 体 窒 素 下 で 粉
末 に し,40～70mg秤 量 しTRIzolReagent(Total
RNAIsolationReagent,GIBCO社)を使 っ てtotal
RNAを 分 離 し た.こ のtotalRNA1μgに つ い て
TaKaRaRNAPCRKitを 用 い てRT-PCRを 行 っ た.
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電気泳動 してmRNAの 確認 を行 った. 1234
結 果
1.精嚢ERへ の去勢の影響
幼若 ラ ットを生後3週 齢で去勢 し,去 勢後3週 で剖
殺 した去勢群 について,精 嚢ERをEIA法 で測定 し
無処置群 と比較 した(Tablel).さらに免疫組織学 的
手法 を用 いてERの 組 織内局在 について比較検討 し
た.去 勢群の精嚢の重量は,無 処置群のそれ と比較 し
て10.9%であ り,十 分な萎縮がみ られた.ま ず去勢に
よるERの 変動 を明 らかにす るために,去 勢群のER
含量 を無処置群 のER含 量 と比較 し,臓 器当た り,
単位重量 当た りお よび単位蛋 白当た りで検討 した.臓
器 当た りでみ ると,去 勢群 のcytosolERは無 処置群
約7倍,nuclearERは3倍,totalERでは至倍 の増
加 がみ られた.単 位重量 当た りでみ る と,去 勢群 の
cytosolERは無処置群 の約62倍,nuclearERでは約
23倍の増加がみられた.又 単位蛋 白当た りでみる と,
去勢 群 のcytosolERは無処 置 群 の約83倍の増 加,
nuclearERでは約35倍の増加が み られ た.さ らに,
免疫組織化学 的手法 によ りER陽 性細胞 の組織 内局
在について検討 を行 った(Fig.1).無処置群 の精嚢の
ERは,腺 管周囲間質領域 にnucleiが淡染す るER陽
性細胞 がご く粗 に散在性 に認め られた.一 方,去 勢群
の精嚢では腺管周囲間質領域 に広汎にわたってnuclei
が強染 したER陽 性細胞がかな り密に分布 してい る.
2.精 嚢ERへ のエス トロジェンの影響
幼若去勢 ラ ットにエス トロジェ ンを投与 し1週 後 に
剖殺 したエス トロジェン投与群 の精嚢ERをEIA法
で測定 し,去 勢群 のそれと比較 した(Tablel).さら
に,免 疫組織 化学 的手法 を用いてER陽 性 細胞の組
織内分布へ のエス トロジェン投与による影響 について
検討 した(Fig.1).まずエス トロジェン投与 による臓
器重量変化 についてみ ると,精 嚢重量 は投与1週 後に
は去勢群 の4.4倍の増加が見 られた.つ ぎにエス トロ
ジェ ン投与 群の精嚢ER含 量 の変動 につ'いて検討 し
た.臓 器 当 た りのERに つ い てみ る と,cytosolER
は,去 勢 群のL7倍 とい う軽 度 の増 加 であ ったが,
nuclcarERは20.7倍とい う大 きな増加 を示 した.単
位重量 当た りでみ るとcytosolERはエ ス トロジェン
投与 によ り減少す るが(去 勢群 の約4Q%)nuclearER
は4.7倍の増 加を示 した.ま た,単 位蛋 白当た りでみ
ザヒ
て もcytosolERはエ ス トロジsン 投与 に より減 少す
るが(去 勢群 の30%),nuclearERは5.7倍と逆 に増
加 を示 した.つ ぎに精嚢ERの 組織 内分布 につ いて
検討 した.エ ス トロジェン投与後の精嚢では腺管周囲
間質領域 にER陽 性細 胞が み られ るの は去勢群 と同











nucleiがER陽性の所見を示 した.さ らに周辺部 問質
領域 に もER陽 性細胞 が広汎 にわた り出現 してい る
の を認 めた.
3.精 嚢ERのmRNA発 現




た結果,無 処置群 に比較 し去勢群,エ ス トロジェ ン投
与群 ともにバ ン ド420bpにERのmRNA発 現 を確
認で きた.
考 察
雄性副性器の生理 的,ま たは病理的状 態におけるエ
ス トロジ,Lンの役割 りについてはいまだ十分 に明 らか
になっていない.わ れわれはすでに幼若去勢 ラッ トに
エス トロジェ ンを投与す るとい う単純 な系 を用いて,
エス トロジェ ンによる間質増生につ いて組織 学的変化
を中心 に検討 し,間 質内の領域の違 いによって増生成
分が異 存る こと,す なわち,腺 管周囲間質領域ではお
もにコラーゲ ン増生が,周 辺部問質領域で はお もに平
滑筋増生が おこることを明 らかに した4)今 回,同 様
の系を用いて,去 勢お よびエ ス トロジ ェンによる間質
増生 時 のERの 変動 につ いてenzymeimmunoassay
法 お よび免疫 組織 学 的 手法 に よ り検 討 を加 え た.
Tablelから明 らか なよ うにnuclearER含量 の臓器
,当た りおよび単位重量当 た り,さ らに単位蛋白当た り
の検討 において,無 処置群 に比較 して去 勢群 のnuc.
learERは著明 な増加 を示 した.こ の去勢 によるER
の増加が臓器当た り約6倍 であったこ とは,ER新 合
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成がお きたこ とを示唆 した.さ らにRT-PCR法 を用
いて のERmRNA発 現 の検討 で もその増 強が見 られ
た.今 回の検討 で去 勢群 の腺 管周囲 問質領域 にER
陽性細胞が密 に分布 し明確な組織 内局在が存在す るこ
とも明 らか になった.ラ ット精嚢 のコラーゲ ン増生領
域で ある腺 管周 囲間質領域 にER陽 性細 胞が密 に分
布 していたとい うことはこの細胞が コラーゲ ン産生に
何 らかのかかわ りを持 ってい るこ とを推測 させ た.去
勢 ラ ッ トにエ ス トロジ山 ンを投与 す る と1週 後 には
nuclearER含量が臓器 当た り,単 位重 量当 た りお よ
び単位蛋 白当た りで も,去 勢群 に比較 して さらに増加
す るということも明 らか にした.こ の ことはエス トロ
ジェ ン投与 に よってER新 合成 が さらにお きた こ と
を示唆 した.こ の結果 は,エ ス トロジェン投与 によっ
てER陽 性 の腺管上 皮細胞 が さらに出現 して くる と
い う免疫組織学的所見 に相関する ものであった.ま た
RT-PCR法で え られ た結果 か らはエ ス トロジェ ン投
与群 のERmRNAの 発現 が去勢 群 と同様 に無処 置群
に比較 して増強 したことが明 らか にな った.今 回の実
験 で精 嚢 間質 に 見 られ たER陽 性細 胞 は いわ ゆ る
"丘broblasticcells"に相 当す る細 胞で はないか と推測
され る,一 般に臓 器間質に現れ る 丘broblasticcellsは
多 くの潜在能力 を持 ち,平 滑筋変換能力 をも持 ってい
るこ とが指摘 されてい る9)こ の ような仮説 を証 明す
るためにはinvitro実験 をまじえた詳細 な実験系 によ
りさ らなる検討 を進めなけれ ばな らない.
結 語
今 回,わ れわれ は,精 嚢 におけるエス トロジェ ンに
よるコラーゲ ンお よび平滑筋の増生機構 をさらに追求
する目的で,エ ス トロジェンレセプターの変動 につい
てモノクローナル抗体 を用い たenzymeimmunoassay
法 お よび免疫 組織学 的手 法 に よって検討 した.さ ら
に,RT-PCR法に よってERmRNA発 現 につ いて も
検討 を加 え,以 下の結論 をえた.
1.去 勢 した幼 若 ラッ ト精嚢のnuclearERは臓 器
当た り,単 位重量 当た り,お よび単位蛋白当た りの検
討において,無 処置群 に比較 して含量が著明 に増加 し
た.さ らに腺 管周囲 間質領域 にER陽 性細 胞が密 に
分布 し,ERの 明確 な組織内局在 を認 めた.ま たRT-
PCR法 を用い てのERmRNA発 現の検討で もその増
強を認めた.
2.去 勢 ラッ トにエス トロジェン投与 し1週 後には
精嚢 のnuclearERは臓器 当た り,単 位重量当 た りお
よび単位蛋 白当た りで も,去 勢群 に比較 して含量が さ
らに増加 した.こ の ことは,エ ス トロジェ ン投与 に
よって腺管上皮細胞,基 底細胞および周辺部問質領域
にER陽 性細胞がさらに出現 して くるという免疫組
織学的所見に相関した.またRT-PCR法の検討では,
無処置群 に比較 して去勢群同様 にERmRNA発現の
増強を認めた.
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